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1 POVZETEK 
 
Betalaktamaze predstavljajo pomemben del bakterijske rezistence na β-laktamske 
antibiotike. S svojim mehanizmom delovanja odpirajo β-laktamski obroč, ki je nujen za 
antibiotično delovanje. Za namen preprečevanja bakterijske rezistence so v klinični uporabi 
predvsem zaviralci beta laktamaz (klavulanska kislina, sulbaktam, tazobaktam). Zaradi 
njihovega podobnega mehanizma delovanja lahko mutacije, ki spremenijo njihova tarčna 
mesta delovanja, privedejo do navzkrižne rezistence.  
Prav zato se v tej magistrski nalogi posvečamo sintezi novih še neraziskanih zaviralcev 
penicilin vezočih proteinov v bakteriji z drugačno strukturo in mehanizmom delovanja. 
Osredotočili smo se na sintezo monobaktamov z oksiltosilatno skupino vezano na dušik in 
vezavo različnih žveplovih spojin na mestu 4 β-laktamskega obroča. Mehanizem delovanja 
N-tosiloksi-2-azetidinov je posledica sposobnosti sulfoniloksi skupine, ki deluje kot 
elektron-privlačna skupina in aktivira beta-laktamski obroč. 
Kot izhodno spojino za naše sinteze smo uporabili 3-butenojsko kislino, ki smo jo v prvi 
stopnji pretvorili v kislinski klorid, tega pa nato v hidroksamsko kislino. V naslednjem 
koraku smo z benzil kloroformatom zaščitili prosto hidroksilno skupino in s tem omogočili 
uspešen potek ciklizacije do osnovnega β-laktamskega obroča. Ciklizaciji je sledila 
odstranitev benzil karbamatne zaščite in vezava alilnega fragmenta na to mesto. Tako smo 
pripravili osnovno spojino, na katero smo namesto broma vezali štiri različne žveplo 
vsebujoče organske fragmente. Temu je sledila še dvostopenjska zamenjava alila s tosilno 
skupino do končnih spojin.  
Uspešno smo sintetizirali vse štiri želene spojine, katerim smo z masno spektrometrijo  
visoke ločljivosti, IR spektrometrijo in jedrsko magnetno resonanco potrdili identiteto in 
čistoto.  
 
 
Ključne besede: antibiotiki, β-laktami, monobaktami, β-laktamaze, penicilin vezoči proteini  
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2 ABSTRACT 
 
Beta-lactamases represent an important part of bacterial resistance to β-lactam antibiotics. 
With their own mechanism of action they open the β-lactam ring needed for antibiotic 
activity. For the purpose of preventing bacterial resistance three β-lactamase inhibitors are 
in clinical use (clavulanic acid, sulbactam, tazobactam), used in combination with classic β-
lactam antibiotics. Because of their similar mechanism of action, mutations that result in 
modification of their target sites may lead to cross resistance to all three compounds in 
bacteria. 
That is why in this master's thesis we concentrate on the synthesis of novel penicillin binding 
protein and/or beta lactamase inhibitors with different structure and mechanism of action. 
We focused on the synthesis of monobactams with an oxyltosylate group bound to nitrogen 
and substitution of different sulfur compounds at the 4-β-lactam ring. The mechanism of 
action of N-tosyloxy-2-azetidines is derived from the ability of the sulfonyloxy group to act 
as an electron-withdrawing group.  
3-butenoic acid was used as a starting compound for our synthesis. In the first step it was 
converted to acyl chloride and then to hydroxamic acid. In the next step we protected the 
free hydroxylic group with benzyl chloroformate, which enabled successful cyclization to β-
lactam ring. Cyclization was followed by removal of the benzyl carbamate protection group 
and the introduction of allyl moiety to this site. On this compound we attached four different 
sulfur compounds which replaced the bromine atom. Final compounds were obtained in two 
steps by the replacement of allyl with tosyl group.  
We successfully synthesized all four desired compounds. Their identity and purity were 
confirmed by high- resolution mass spectrometry, IR spectroscopy and nuclear magnetic 
resonance.  
 
 
Keywords: antibiotics, β-lactams, monobactams, β-lactamases, penicillin binding proteins 
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3 SEZNAM OKRAJŠAV 
ACN Acetonitril 
ATR Oslabljena popolna odbojnost (IR spektroskopija)  
(ang. Attenuated total reflectance) 
CbzCl Benzil kloroformat 
CDCl3 Devteriran kloroform 
 
DNA Deoksiribonukleinska kislina 
ESI Ionizacija z razprševanjem v električnem polju (ang. 
Electrospray ionisation)  
EtOAc Etilacetat 
HRMS Masna spektrometrija visoke ločljivosti  
(ang. High resolution mass spectrometry) 
IR Infrardeč (ang. Infrared) 
 
J Sklopitvena konstanta 
MBL Metalo β-laktamaze (ang. Metallo β-lactamases)  
MS Masna spektrometrija (ang. Mass spectrometry) 
NMR Jedrska magnetna resonanca  
(ang. Nuclear magnetic resonance) 
PBP Penicilin vezoči proteini  
(ang. Penicillin binding protein) 
PG Peptidoglikan 
 
PdC Paladij na ogljiku 
 
Rf Retencijski faktor 
RNA Ribonukleinska kislina 
THF Tetrahidrofuran 
TLC Tankoplastna kromatografija  
(ang. Thin layer chromatography) 
TsCl Tosilklorid ali 4-toluensulfonilklorid 
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4 UVOD 
 
Antibiotiki predstavljajo eno ključnih skupin zdravil, a v sodobni medicini opažamo pojav 
bakterijske rezistence (1). Prva učinkovita protimikrobna učinkovina je bil salvarsan leta 
1910 (2). Širše področje antibiotikov se je razvilo kasneje v tako imenovani 'zlati dobi' 
antibiotikov med leti 1940 in 1960. To obdobje je dalo svetu najpomembnejše naravne 
produkte kliničnega pomena: β-laktame, aminoglikozide, tetracikline, glikopeptide, 
makrolide, kloramfenikol, ansamicin in streptogramine (1, 3).  
Naravni ekosistemi ohranjajo ravnovesje med antibiotično občutljivostjo in rezistenco v 
mikrobnem svetu, vendar človekova prekomerna uporaba širokospektralnih antibiotikov v 
bolnišnicah, veterini in kmetijstvu izvaja močan selektivni pritisk v prednost odporni 
populaciji mikoorganizmov (1, 4).  
Večina antibiotikov v klinični uporabi zavira specifične biološke tarče, ki niso značilne za 
človeško celico, ampak le za bakterijsko. Te tarče so: sinteza bakterijskih beljakovin, 
biosinteza celične stene, podvajanje DNA, sinteza RNA, biosinteza folata in bakterijskih-
membranskih struktur (4). Delovanje antibiotikov delimo na baktericidno in 
bakteriostatično. Baktericidni antibiotiki povzročijo smrt bakterij, medtem ko 
bakteriostatični antibiotiki le zavirajo razmnoževanje patogenih bakterij (5).  
  
4.1 β-laktamski antibiotiki 
 
Začetki uporabe β-laktamskih antibiotikov segajo v čas druge svetovne vojne z začetki 
uporabe benzilpenicilina (6). So najbolj uspešen in razširjen razred antibiotikov. 
Predstavljajo 60 % svetovne porabe antibiotikov in so med najbolj učinkovitimi molekulami 
za zdravljenje bakterijskih infekcij. Ponašajo se z mnogimi lastnostmi, kot so: enostavnost 
dostave, nizka toksičnost, visoka jakost in nizka cena, kar posledično pomeni njihovo široko 
dostopnost (7).  
Trenutno so v klinični uporabi štirje glavni razredi β-laktamskih antibiotikov (slika 1). Te 
sestavljajo trije tipi bicikličnih struktur: a) penicilini, kjer je štiričlenski β-laktamski obroč 
spojen s tiazolidinskim obročem; b) cefalosporini, kjer je β-laktamski obroč spojen s 
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šestčlenskim dihidrotiazinom; c) karbapenemi, kjer je β-laktamski obroč spojen s 
petčlenskim pirolinom. Četrti razred predstavljajo monobaktami, ki so monociklični sistemi 
(8).  
 
 
Slika 1: Strukturne formule glavnih razredov ß-laktamov: a) penicilini, b) cefalosporini, c) karbapenemi, d) 
monobaktami 
 
Ker je bil vsak razred izvorno identificiran kot naravni produkt, so pri vseh izvajali obsežne 
strukturne modifikacije z namenom ustvarjanja različnih novih polsinteznih derivatov (8).  
 
4.1.1 Mehanizem delovanja β-laktamskih antibiotikov 
β-laktamski antibiotiki prekinejo biosintezo bakterijske celične stene kot posledica 
kovalentne vezave na esencialne penicilin vezoče proteine (PBP). To so encimi, vključeni v 
končne stopnje navzkrižnega povezovanja peptidoglikana (PG) tako pri Gram-negativnih, 
kot pri Gram-pozitivnih bakterijah (9). Zaviranje sinteze PG navadno vodi do lize bakterije 
in s tem do celične smrti (10).  
Mehanizem protibakterijskega delovanja β-laktamov sta odkrila in opisala v klasičnem 
prispevku Tipper in Strominger leta 1965. Opazila sta strukturno podobnost penicilina G s 
terminalnim D-Ala-D-Ala dipeptidom nastajajočega peptidoglikana v deleči se bakterijski 
celici (slika 2). Zdaj je znano, da ta mehanizem vključuje vezavo penicilina ali drugega β-
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laktama na serin, ki ga najdemo v aktivnem mestu vseh funkcionalnih PBP. Tako nastali 
neaktivni acil-encim je biološko neaktiven (8, 9, 11).  
 
Slika 2: Strukturna podobnost terminalnega dela z ß-laktami 
 
4.1.1.1 Peptidoglikan  
PG je premrežena makromolekula, ki je najpomembnejša sestavina bakterijske celične stene 
večine bakterij, ta pa jim daje obliko in jih ščiti pred lastnim visokim osmotskim pritiskom. 
Sestavljen je iz verig glikozaminoglikanov, ki so prečno povezane z oligopeptidi. Zaviranje 
sinteze PG vodi do bakterijske lize in celične smrti, zato je ustrezna tarča za mnoge 
antibiotike. Zadnji dve reakciji v sintezi PG izvajajo penicilin vezoči proteini, na katere 
zavirajoče delujejo β-laktamski antibiotiki. Le-ti se kovalentno vežejo v aktivno mesto 
transpeptidaze in tako preprečijo prečno premreženje PG (10).   
4.1.1.2 Penicilin vezoči proteini (PBP)  
Vsaka bakterijska vrsta ima svoj lasten nabor penicilin vezočih proteinov, ki lahko znaša od 
tri do osem encimov na vrsto. Razdelimo jih v razrede glede na molekulsko maso: 
- PBP z nizko molekulsko maso – ti služijo predvsem kot monofunkcionalne 
karboksipeptidaze D-Ala-D-Ala 
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- visokomolekularni PBP – ti so razdeljeni v dva podrazreda: razred A (vključuje 
bifunkcionalne encime s transpeptidazno in transglikozidazno domeno) in razred B (obsega 
transpeptidaze odvisne od D-Ala-D-Ala) (9, 10). 
Pri Gram-negativnih bakterijah esencialni PBP vključujejo: visokomolekularne PBP 1a in 
1b; PBP2, ki so vključeni v lizo celice, katerih zaviranje povzroči prenehanje delitve celic 
in tvorbo sferičnih celic; PBP3, kjer zaviranje ustavi delitev celic, kar ima za posledico 
filamentacijo. Celična smrt se pojavi kot rezultat zaviranja enega ali več PBP (9, 10). 
 
4.2 β-laktami in rezistenca 
 
Zaradi prepogoste in široke uporabe β-laktamskih antibiotikov in drugih razredov 
antibiotikov so bakterije razvile različne mehanizme za boj proti tem zdravilnim 
učinkovinam (7). Tako je prišlo v nekaj letih po odkritju antibiotikov do pojava rezistence. 
Ocenjuje se, da je bakterijska rezistenca odgovorna za 25.000 smrti na leto v Evropski uniji 
in 700.000 po vsem svetu (12).  
4.2.1 Splošni mehanizmi protimikrobne odpornosti na β-laktame 
Rezistenca pri Gram-negativnih bakterijah se lahko pojavi na tri različne načine:  
- sinteza β-laktamaz, ki katalizirajo razgradnjo β-laktamskega antibiotika (najbolj pogost 
mehanizem rezistence pri Gram-negativnih bakterijah) 
- povečano izražanje iztočnih črpalk za hitrejše izločanje učinkovin iz celice 
- izguba membranskih porinov za zmanjšan privzem učinkovine v celico (7). 
 
 
Do pojava rezistence pri Gram-pozitivnih bakterijah pride s prevladujočimi mehanizmi, kot 
so: 
- sprememba penicilin vezočih proteinov za zmanjšanje vezavne afinitete med zdravilno 
učinkovino in tarčo PBP 
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- prekomerna proizvodnja PBP za nadomestitev PBP, ki vežejo zdravilno učinkovino in 
proizvodnjo β-laktamaz za hidrolizo β-laktamov (7). 
Mehanizmi bakterijske rezistence na β-laktame so predstavljeni na sliki 3. 
 
 
Slika 3: Mehanizmi bakterijske rezistence G - bakterij na ß-laktame 
 
 
4.2.2 Odpornost na β-laktame posredovana z β-laktamazami 
V primeru β-laktamov encimsko-posredovana odpornost nastane zaradi aktivnosti β-
laktamaz. Le-te nastanejo zunajcelično pri Gram-pozitivnih bakterijah in v periplazemskem 
prostoru Gram-negativnih bakterij. Ti encimi lahko inaktivirajo skoraj vse β-laktamske 
antibiotike s kovalentno vezavo na njihov karbonilni del in s hidrolizo β-laktamskega obroča. 
Ta je nujen za njihovo antibiotično delovanje, zato z razgradnjo osnovnega obroča nastane 
neaktiven produkt (7, 8).   
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4.2.2.1 Klasifikacija β-laktamaz 
Trenutno vsebuje podatkovna baza β-laktamaz več kot 4.300 encimov (8).  
V uporabi sta dva sistema razvrščanja te skupine encimov: Bush-Jacoby-Medeirosov sistem 
(temelji na aktivnosti) in Amblerjev sistem (temelji na informacijskem zaporedju). Slednji 
deli β-laktamaze v štiri različne razrede imenovane A, B, C, D. Prepoznamo jih na podlagi 
specifičnih motivov zaporedja in po razlikah v mehanizmu hidrolize (8).  
Razredi A, C in D  vključujejo serinske β-laktamaze, ki uporabljajo katalitični serinski 
ostanek kot reaktivni nukleofil. Razred B sestavlja heterogena skupina cinkovih 
metaloencimov (metalo-β-laktamaze) (8, 13). 
 
4.2.2.2 Hidroliza β-laktamov z β-laktamaznimi encimi 
Hidroliza β-laktamov z β-laktamazami razredov A, C in D poteka po večstopenjskem 
mehanizmu, ki vključuje več različnih encimskih aduktov. Najprej poteče nukleofilni napad 
katalitičnega serina na aktiviran ogljikov atom β-laktama. Pride do nastanka vmesnega 
tetraedričnega intermediata (TI1), ki ga stabilizira več donorjev NH vodikove vezi v 
spodnjem delu aktivnega mesta. Pozneje pride do odpiranja obroča v TI1. Nastane encimski 
adukt 1, kjer je katalitični serin vezan na modificiran β-laktam kot ester. Do hidrolize 
encimskega adukta 1 pride z nukleofilnim napadom molekule vode s pomočjo ostanka, ki 
ima vlogo baze. Mehanizem hidrolize je predstavljen na sliki 4 (7).  
  
 
Slika 4: Hidroliza ß-laktamov s serinskimi ß-laktamazami 
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Razred B β-laktamaz so tako imenovani metalo-encimi, ki vsebujejo cinkov ion v aktivnem 
mestu. Tu molekula vode, aktivirana s koordinacijsko vezjo preko cinkovega iona, reagira 
kot nukleofil in hidrolizira β-laktamski obroč. Posledica te hidrolize je neaktiven produkt 
(13). Mehanizem hidrolize je predstavljen na sliki 5.   
 
 
 
Slika 5: Hidroliza ß-laktamov z metalo-ß-laktamazami 
 
 
 
4.3 Zaviralci β-laktamaz 
 
Ena od strategij za boj proti rezistenci na β-laktamske antibiotike je uporaba zaviralcev β-
laktamaz. Prvi odkriti zaviralec je bila klavulanska kislina, izolirana iz S. clavuligerus 1977. 
Sledila sta sulbaktam in tazobaktam 1980 (vsi trije zaviralci so predstavljeni na sliki 6) (7).  
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Slika 6: Zaviralci ß-laktamaz: a) klavulanska kislina b) sulbaktam c) tazobaktam 
 
V kombinaciji z nekaterimi β-laktamskimi antibiotiki se njihovo zaviralno delovanje močno 
poveča (14). Pride do ireverzibilne vezave β-laktamaz in s tem do zaščite antibiotikov pred 
njihovo inaktivacijo.  Prva kombinacija, odobrena s strani FDA, je bil Augmentin, najbolj 
pogosto uporabljena kombinacija, sestavljena iz klavulanske kisline in amoksicilina (7). 
Nekatere kombinacije, odobrene s strani FDA so še: meropenem in vaborbaktam, ceftazidim 
in avibaktam, ceftolozan in tazobaktam (13). Sulbaktam navadno nastopa v kombinaciji z 
ampicilinom ali s cefoperazonom (14).  
Uporaba teh kombinacij temelji na antibiotični terapiji proti okužbam z Gram-negativnimi 
bakterijami. Delujejo predvsem z inaktivacijo serinskih β-laktamaz razreda A in nekaterih 
iz razreda C (13). A vendarle so bakterije  razvile nekatere mehanizme rezistence za 
premagovanje zaviralnih učinkov teh spojin. Zaviralci β-laktamaz imajo namreč veliko 
slabost v β-laktamskem obroču, ki je njihova skupna strukturna značilnost. To pomeni, da 
imajo spojine podoben način delovanja, zaradi česar bakterije lahko razvijejo navzkrižno 
odpornost na vse tri zaviralce (7, 15).  
Do nastanka odpornosti pride zaradi mutacij v genih, ki kodirajo sintezo β-laktamaz. 
Spremembe so zlasti na aminokislinah v aktivnem mestu, kar vodi v neučinkovito vezavo in 
manjše zaviralno delovanje. Poleg tega se nizkomolekularni zaviralci v klinični uporabi hitro 
pretvorijo do neaktivnih spojin. Mnogih β-laktamaz, še posebno iz razreda B, z obstoječimi 
zaviralci ni možno zavirati. Zato ni treba posebej poudariti, da so raziskave novih spojin 
nujno potrebne za obvladovanje teh problemov (7).  
Novejše generacije zaviralcev β-laktamaz v razvoju temeljijo na ne-β-laktamskih strukturah 
z razširjenim spektrom delovanja (13). S strani FDA sta bila odobrena dva takšna zaviralca, 
avibaktam in vaborbaktam (7). Zaradi močne vezave na cefalosporinaze razreda C in manjše 
reaktivnosti z MBL razreda B se raziskovalci vse pogosteje usmerjajo v preučevanje učinkov 
delovanja monobaktamov. To je sprožilo velik potencial za razširjanje spektra delovanja 
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monobaktamov proti multirezistentnim Gram-negativnim bakterijam (16). Prav zato se v tej 
magistrski nalogi posvečamo razvoju nekaterih še neraziskanih derivatov monobaktamov.  
 
4.4 Monobaktami  
 
Z uvedbo novih tehnik rešetanja (rešetanje visoke zmogljivosti) sta leta 1981 dve 
raziskovalni skupini neodvisno odkrili prvi naravno prisoten azetidin-2-on-1-sulfonat. Te 
monociklične β-laktamske spojine so poimenovali monobaktami, da bi poudarili njihovo 
edinstveno kemijsko strukturo in njihov izvor (17, 18). To odkritje je prvič pokazalo, da β-
laktami ne potrebujejo konformacijsko omejene biciklične strukture za doseganje stabilnosti 
in protibakterijskega delovanja. To kaže na to, da je biološka aktivnost pogojena zgolj s 
prisotnostjo ustrezno funkcionaliziranega 2-azetidinonskega obroča (19).  
Nobeden od naravnih monobaktamov pa ni imel zadostnega protibakterijskega delovanja za 
klinično uporabo. Njihov spekter je bil zaradi slabe afinitete do PBP Gram-pozitivnih 
bakterij omejen na Gram-negativne bakterije (17). Zato so strukturo teh spojin optimizirali 
z namenom sinteze antibiotikov z izboljšanim farmakološkim profilom. Substitucija alkilnih 
skupin na mestu 4 β-laktamskega obroča je vodila do spojin z izboljšano protibakterijsko 
aktivnostjo proti Gram-negativnim bakterijam in z boljšo stabilnostjo proti β-laktamazam 
(18). Poleg tega so monobaktami edini, ki so odporni na razgradnjo z metalo-β-laktamazami 
iz razreda B (13).  
Aztreonam (slika 7) je prvi sintezni monobaktam ter do sedaj tudi edini, ki je pridobil 
dovoljenje za promet in je klinično uporaben. Je monociklični β-laktam s sulfonatom na 
mestu N1. Pomembna značilnost te molekule je njena izjemna stabilnost v prisotnosti β-
laktamaz. Pri tem pride do tesne vezave na PBP3, s šibkejšo vezavo na PBP1a, kar vodi do 
filamentacije in lize celic (9, 20).  
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Slika 7: Aztreonam 
 
Poleg aztreonama je bilo pripravljenih še mnogo različnih monobaktamskih derivatov, 
nekateri med njimi bi v prihodnosti lahko vstopili v klinično prakso. V grobem jih razdelimo 
na: 
- monosulfaktame 
- monofosfame 
- monokarbame 
- nokardicine 
- N1-oksi substituirane monociklične β-laktame 
- N1-sulfoniloksi substituirane monociklične β-laktame 
- N1-tio substituirane monociklične β-laktame 
- N1-aza substituirane monociklične β-laktame 
- N1-ogljikov hidrat substituirane monociklične β-laktame 
- N1 nesubstituirane monociklične β-laktame 
- N1 aromatsko ali N1 heterociklično substituirane monociklične β-laktame 
- monociklične β-laktame konjugirane s siderofori (17).  
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Med najnovejša odkritja sodita MB-1 in BAL30027 (slika 8), ki ju uvrščamo v skupino 
monocikličnih β-laktamov, konjugiranih s siderofori. S strani skupine Pfizer je bilo razkrito, 
da ima MB-1 in vitro zelo dobro protibakterijsko delovanje proti klinično pomembnim 
Gram-negativnim bakterijam. V nasprotju z in vitro delovanjem, in vivo ni bil učinkovit. 
Boljše farmakološke lastnosti ima monosulfaktam BAL30027 z dobrim protibakterijskim 
delovanjem proti večini vrst iz družine Enterobactericeae ter proti Pseudomonas Aeruginosa 
in Acinetobacter baumannii in vitro (17, 21). BAL30027 je bil zasnovan po principu 
'trojanskega konja', kar pomeni, da za vstop v bakterijsko celico izkoriščamo transportni 
sistem za privzem železa s prisotnostjo siderofora na monobaktamu (22). Tam deluje kot 
zaviralec PBP1a, PBP2a in PBP3 ter tudi kot zaviralec β-laktamaz razreda C (17, 21, 22).  
 
 
Slika 8: BAL30027 
 
BAL30027 je že bil v 1. fazi kliničnih testiranj, vendar so pri ponavljajočih se odmerkih le-
te opustili zaradi toksičnih učinkov na jetra zdravih ljudi. Bolj pozitivne rezultate je 
BAL30027 pokazal pri sinergističnem delovanju z zaviralci β-laktamaz, meropenemom in 
karbapenemi (17, 21). 
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5 NAČRT DELA 
 
Odpornost bakterij proti β-laktamskim antibiotikom v današnjem času predstavlja vse večji  
problem. Bakterije vedno hitreje in učinkoviteje razvijajo odporne seve proti obstoječim 
klinično uporabnim β-laktamskim antibiotikom. Raziskovanje in sinteza novih in predvsem 
boljših antibiotikov sta zelo zahtevna in se zato odvijata z zaostankom in veliko počasneje, 
kot bi si želeli.  
V magistrski nalogi se bomo lotili sinteze novih monobaktamskih derivatov, kot zaviralcev 
penicilin vezočih proteinov z drugačno strukturo in mehanizmom delovanja od do sedaj 
znanih strukturno podobnih  β-laktamov. Osredotočili se bomo na sintezo monobaktamov z 
oksiltosilatno skupino, vezano na dušik, in vezavo različnih žveplo vsebujočih skupin na 
mestu 4. Za pripravo osnovnega skeleta molekule, od koder bodo sledile vezave različnih 
žveplovih spojin, bomo uporabili že uveljavljen in dokaj uspešen postopek priprave (povzeto 
po viru 18).  
 
Slika 9: Struktura osnovnega monobaktama z vezano oksiltosilatno skupino (označeno z zeleno) in  
različnimi žveplovimi spojinami na mestu 4 (označeno z rdečo) 
Pri sintezi osnovnega monobaktamskega obroča bomo izhajali iz 3-butenojske kisline, ki jo 
bomo najprej pretvorili v kislinski klorid, nato pa nanj vezali hidroksilamin. Prosto OH 
skupino bomo zaščitili s karbamatno zaščitno skupino z uporabo reagenta CbzCl in za tem 
izvedli ciklizacijo do ustrezno substituiranega β-laktamskega obroča. Nato bomo odstranili 
prej uvedeno zaščitno skupino in jo zamenjali z alilno skupino. Tej stopnji bo sledila vezava 
različnih žveplovih spojin na mesto štiri (C4) ter v zaključni fazi še dvostopenjska zamenjava 
alilne s tosilno skupino.  
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Sulfoniloksi skupina bo delovala kot zelo dobra izstopajoča skupina pri kovalentni vezavi v 
aktivno mesto penicilin vezočih proteinov, raznolik spekter žveplovih spojin in elektrofilni 
značaj pa bosta služila za čim boljše zaviralno delovanje spojin na mikroorganizme.  
 
 
Slika 10: Shema celotne sinteze 
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6 MATERIALI IN METODE 
 
6.1 MATERIALI 
6.1.1 Topila in reagenti 
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali topila in reagente različnih proizvajalcev: Sigma-
Aldrich, Fluka, Merck, Kemika, Acros Organics. Brezvodno topilo THF smo pripravili sami 
po standardnem postopku z destilacijo in ga hranili neprodušno zaprtega nad molekularnimi 
siti z velikostjo por 3 Å. Za pripravo raznih raztopin pri ekstrakcijah smo uporabili 
prečiščeno vodo.  
6.1.2 Laboratorijska oprema 
Za izvedbo eksperimentalnega dela magistrske naloge smo uporabljali standardno 
laboratorijsko opremo: 
- standardno laboratorijsko steklovino 
- analitsko tehtnico: Mettler Toledo AG245 Švica 
- precizno tehtnico: Kern EG220-3NM 
- UV-detektor: CAMAG Švica 
- magnetna mešala: IKA®RTC basic Nemčija 
- rotavaporja: Büchi Rotavapor R-205 s črpalko VAC V-500, Büchi Rotavapor R-114 s 
črpalko Vario PC 3001 
 
6.2 METODE 
6.2.1 Kromatografske metode 
Tankoplastna kromatografija (TLC): za tankoplastno kromatografijo smo uporabili plošče 
proizvajalca Merck-Kieselgel 60 F254 z 0,2 mm nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu 
z dodanim fluorescenčnim indikatorjem. Mobilne faze, ki smo jih pri tem uporabljali, so 
sestavljene iz različnih razmerij topil etilacetata in heksana. Spojine smo na ploščicah 
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detektirali z UV-detektorjem z valovno dolžino 254 nm in z orositvenim reagentom 
ninhidrinom.  
Gravitacijska kolonska kromatografija: kot stacionarno fazo smo uporabljali silikagel 
proizvajalca Merck Silica Gel 60 z velikostjo delcev 0,040–0,063 mm, kot mobilno fazo pa 
smo uporabili mešanico topil, ki je odvisna od spojine in je pripisana vsaki reakciji.  
6.2.2 Spektroskopske metode 
Jedrska magnetna resonanca (NMR): 1H NMR in 13C NMR spektre smo posneli s 
spektrometrom Bruker Avance DPX 400 Mh. Pri tem smo uporabili devterirano topilo 
CDCl3 za raztapljanje vzorcev, kot interni standard pa tetrametilsilan.  
Masna spektrometrija z visoko resolucijo (HRMS): masne spektre smo posneli s 
spektrometrom Exactive TM Plus Orbitrap Mass Spectrometer with ESI ionization. 
Infrardeča spektroskopija (IR): IR spektri so bili posneti s tehniko oslabljene popolne 
odbojnosti z aparatom Thermo Nicolet FT-IR. 
Vse meritve spektroskopskih metod so bile izvedene na Univerzi v Ljubljani, na Fakulteti 
za farmacijo. 
6.2.3 Določanje temperature tališča 
Tališča oziroma talilne intervale smo določali z mikroskopom Polytherm A Heintsch z 
ogrevalno mizico.  
 
6.3 RAČUNALNIŠKE PROGRAMSKE METODE 
Za risanje molekulskih struktur, reakcij in poimenovanja struktur smo uporabili računalniški 
program ChemDraw Professional 16.0 podjetja Perkin Elmer. NMR spektre smo analizirali 
s programom MestReC podjetja Mestrelab. Razne pregledne in znanstvene članke ter ostalo 
literaturo smo dobili s pomočjo podatkovnih baz SciFinder in Science Direct. 
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7 EKSPERIMENTALNO DELO  
 
7.1 Sinteza 3-butenoil klorida (1) 
 
 
Slika 11:Sinteza 3-butenoil klorida 
V dobro očiščeno, suho 25–mililitrsko bučko smo odpipetirali 2,5 mL (2,53 g; 29,0 mmol) 
3-butenojske kisline, postavili bučko v ledeno kopel in nekaj minut mešali. Nato smo dodali 
2,8 mL (4,11 g; 32,4 mmol) oksalil klorida, na bučko vpeli klorkalcijevo cevko ter pustili 
mešati 1 uro na ledeni kopeli. Po eni uri smo ledeno kopel odstranili in pustili mešati 48 ur 
na sobni temperaturi. Tako pripravljeno raztopino smo uporabili v naslednji stopnji sinteze. 
SPOJINA 1: 3-butenoil klorid  
Molekulska formula: C4H5ClO 
Molekulska masa: 104,53 
7.2 Sinteza N-hidroksibut-3-enamida (2) 
 
 
Slika 12: Sinteza N-hidroksibut-3-enamida 
V prvo 50-mililitrsko bučko smo zatehtali 2,06 g hidroksilamonijevega klorida in ga raztopili 
v 25 mL metanola z mešanjem na magnetnem mešalu. V drugo 50-mililitrsko bučko smo 
zatehtali 4,99 g kalijevega hidroksida in ga raztopili v 20 mL metanola. Po raztopitvi obeh 
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snovi smo bučki postavili v ledeno kopel in še naprej mešali. Po ohladitvi na 0 °C smo 
vsebino druge bučke prelili v prvo ter mešali 5 min na ledeni kopeli. Za tem smo reakcijski 
zmesi dodali še raztopino kislinskega klorida, pripravljeno v prvi stopnji sinteze. Mešali smo 
še 20 min na 0 °C. Po končani reakciji smo zmes segreli na sobno temperaturo in jo filtrirali 
s presesavanjem. Dobljeni matičnici smo uparili topilo pod znižanim tlakom in dobili 
rumenkasto obarvano olje, v katerem se nahaja naš produkt (2). Le-tega smo ponovno 
neposredno uporabili v naslednji stopnji sinteze.  
SPOJINA 2: N-hidroksibut-3-enamid 
Molekulska formula: C4H7NO2 
Molekulska masa: 101,11  
 
7.3 Sinteza N-(((benziloksi)karbonil)oksi)but-3-enamida (3) 
 
Slika 13: Sinteza N-(((benziloksi)karbonil)oksi)but-3-enamida 
Produkt, pridobljen v drugi stopnji sinteze, smo pustili v 100-mililitrski bučki, ki smo jo 
dobro zatesnili z gumijastim septumom in jo prepihali z argonom. Z dolgo kovinsko iglo 
steklene injekcijske brizge, ki smo jo zapičil skozi septum, smo dodali v bučko 50 mL suhega 
THF in mešali 30 min na 0 °C. Nato smo na enak način s stekleno injekcijsko brizgo dodali 
2,4 mL (2,81 g; 35,5 mmol) piridina, po 15 min mešanja na ledeni kopeli pa še 4,2 mL (6,05 
g; 35,5 mmol) CbzCl. Reakcijsko zmes smo pustili mešati 1,5 ure na 0 °C in za tem še 1 uro 
na sobni temperaturi. Ves čas smo reakcijo izvajali pod argonovo atmosfero.  
Dobljeno reakcijsko zmes smo filtrirali s presesavanjem, ter matičnici uparili topilo do 1/3 
količine topila. To smo prenesli v lij ločnik, kamor smo dodali 200 mL etilacetata. Sledilo 
je spiranje organske faze z vodo (2 × 150 mL), z 0,1 M HCl (3 × 120 mL), z nasičeno 
raztopino natrijevega klorida v vodi (2 × 100 mL). Na koncu smo organsko fazo sušili z 
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Na2SO4, uparili topilo pod znižanim tlakom ter dobljeni produkt očistili s kolonsko 
kromatografijo (Rf= 0,31; MF: EtOAc:heksan=1:2).  
 
SPOJINA 3: N-(((benziloksi)karbonil)oksi)but-3-enamid  
Molekulska formula: C12H13NO4 
Molekulska masa: 235,24  
Videz: bela trdna snov 
Izkoristek: 25 % 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,71 (EtOAc:heksan=1:1) / ninhidrin 
Tališče: 64,7–68,4 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 3.07 (d, J=6.8 Hz, 2H, CH2CO), 5.26 (s, 2H, Ar-CH2), 
5.26 (d, J=17.6 Hz, 2H, CH2), 5.87-5.94 (m, 1H, CH), 7.35-7.39 (m, 5H, 5×Ar-H), 8.97 (s, 
1H, NH) 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 38.2, 65.4, 71.7, 120.6, 127.0, 127.7, 128.6, 128.7, 129.1, 
129.2, 134.0, 154.5 
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 236.0917, dejanska: 236.0913 
IR (ATR): ν 3162, 2986, 1792, 1689, 1660, 1640, 1521, 1462, 1437, 1382, 1216, 1115, 
1064, 989, 955, 930, 892, 836, 794, 763, 746, 699, 670, 578 
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7.4 Sinteza benzil(2-(bromometil)-4-oksoazetidin-1-il)karbonata (4) 
 
 
Slika 14: Sinteza benzil(2-(bromomettil)-4-oksoazetidin-1-il)karbonata 
V 250-mililitrski bučki smo v 58 mL acetonitrila raztopili 685 mg spojine 3 in mešali na 
sobni temperaturi. Najprej smo dodali 423 mg (3,06 mmol) K2CO3 ter mešali točno 5 min. 
Nato smo dodali 2,9 mL (5 v/v %) prečiščene vode in mešali 5 min. Nazadnje smo med 
hitrim mešanjem počasi po kapljicah dodali 163 µL Br2 in ponovno mešali 5 min. Za tem 
smo raztopino v bučki prelili v lij ločnik s 45 mL etilacetata ter ekstrahirali organsko fazo z 
vodo (1 × 45 mL), s 5-odstotno raztopino Na2SO3 (2 × 45 mL), z nasičeno NaCl (2 × 45 mL) 
in jo na koncu posušili z natrijevim sulfatom. Pod znižanim tlakom smo odparili topilo in 
produkt očistili še s kolonsko kromatografijo (Rf= 0,25; MF: EtOAc: heksan=1:3). Dobili 
smo 232 mg spojine 4.  
SPOJINA 4: benzil(2-(bromometil)-4-oksoazetidin-1-il)karbonat 
Molekulska formula: C12H12BrNO4 
Molekulska masa: 314,14  
Videz: bela trdna snov 
Izkoristek: 25 % 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,25 (EtOAc:heksan=1:3) / ninhidrin 
Tališče: 49,4 – 53,9 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.76 (dd, J=2.8 Hz, J=11.6 Hz, 1H, CH2CO), 3.13 (dd, 
J=5.6 Hz, J=8.4 Hz, 1H, CH2CO), 3.55 (dd, J=6.8 Hz, J=4.4 Hz, 1H, CH2Br), 3.68 (dd, 
J=5.2 Hz, J=5.6 Hz, 1H, CH2Br), 4.36-4.41 (m, 1H, CH), 5.30 (s, 2H, Ar-CH2), 7.39-7.42 
(m, 5H, 5×Ar-H) 
Tamara Pestotnik                                                                                                      Magistrska naloga  
 
27 
 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 31.1, 38.6, 58.3, 65.4, 72.1, 127.0, 127.7, 128.6, 128.8, 
129.2, 133.6, 140.9  
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 314.0022, dejanska: 314.0019 
IR (ATR): 3035, 1797, 1774, 1498, 1459, 1381, 1362, 1203, 1127, 1081, 1048, 1016, 952, 
916, 837, 810, 763, 734, 697, 649, 577 
 
7.5 Sinteza 4-(bromometil)-1-hidroksiazetidin-2-ona (5) 
 
 
Slika 15: Sinteza 4-(bromometil)-1-hidroksiazetidin-2-ona 
 
Pripravili smo trogrlo 50-mililitrsko bučko, ki smo dobro očistili in prežarili. Vanjo smo dali 
486 mg spojine 4 in jo raztopili v 20 mL metanola s pomočjo mešanja. Medtem smo stranski 
grli bučke zatesnili z gumijastima septumoma, na sredinskem grlu pa s petelinčkom in pričeli 
s prepihovanjem z argonom. Tako smo znotraj bučke ustvarili atmosfero brez kisika. Nato 
smo v bučko dodali približno 70 mg katalizatorja Pd/C in pričeli prepihovati z vodikom. 
Prepihovati smo pustili 3 ure. Po končani reakciji smo reakcijsko zmes filtrirali s 
presesavanjem in uparili metanol pod znižanim tlakom. Dobili smo 197 mg produkta.  
SPOJINA 5: 4-(bromometil)-1-hidroksiazetidin-2-on 
Molekulska formula: C4H6BrNO2 
Molekulska masa: 180,00  
Videz: bela trdna snov 
Izkoristek: 71 % 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,64 (EtOAc) / ninhidrin 
Tamara Pestotnik                                                                                                      Magistrska naloga  
 
28 
 
Tališče: 69,5–72,3 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.65 (dd, J=2.0 Hz, J=12.0 Hz, 1H, CH2CO), 2.91 (dd, 
J=4.8 Hz, J=8.8 Hz, 1H, CH2CO), 3.61 (dd, J=6.4 Hz, J=4.8 Hz, 1H, CH2Br), 3.72 (dd, 
J=4.0 Hz, J=7.2 Hz, 1H, CH2Br), 4.14-4.16 (m, 1H, CH), 8.84 (s, 1H, OH) 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 31.1, 37.1, 57.8, 164.7 
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 179.9655, dejanska: 179.9653 
IR (ATR): ν  3058, 2808, 1738, 1695, 1492, 1416, 1374, 1343, 1254, 1238, 1225, 1159, 
1129, 1072, 1027, 987, 886, 827, 754, 713, 620, 571, 517 
 
7.6 Sinteza 1-(aliloksi)-4-(bromometil)azetidin-2-ona (6) 
 
 
Slika 16: Sinteza 1-(aliloksi)-4-(bromometil)azetidin-2-ona 
 
V bučki smo raztopili 197 mg spojine 5 in 303 mg (2,19 mmol) K2CO3 v 10 mL acetonitrila. 
Za tem smo dodali 120 µL (172mg; 1,42 mmol) alilbromida in pustili mešati na sobni 
temperaturi 2 dneva. Po dveh dneh smo nastalo reakcijsko zmes v lij ločniku zmešali skupaj 
s 30 mL vode ter spirali vodno fazo z dietiletrom (3 × 15 mL). Dobljeno organsko fazo smo 
sprali s 15 mL nasičene NaCl in jo posušili z Na2SO4. Topilo smo uparili pod znižanim 
tlakom ter produkt očistili s kolonsko kromatografijo (Rf= 0,45; MF: EtOAc:heksan=1:2). 
Pri tem smo dobili 106 mg čiste spojine 6.  
Prvih šest stopenj sinteze smo izvedli še dvakrat z večjo količino izhodnega reagenta, da 
smo imeli dovolj čiste spojine 6 za nadaljnje sinteze. 
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SPOJINA 6: 1-(aliloksi)-4-(bromometil)azetidin-2-on 
Molekulska formula: C7H10BrNO2 
Molekulska masa: 220,07 
Videz: brezbarvna tekočina 
Izkoristek: 40 % 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,45 (EtOAc:heksan=1:2) / ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.62 (dd, J=2.4 Hz, J=11.6 Hz, 1H, CH2CO), 2.89 (dd, 
J=5.2 Hz, J=8.8 Hz, 1H, CH2CO), 3.55 (dd, J=6.4 Hz, J=4.8 Hz, 1H, CH2Br), 3.68 (dd, 
J=4.4 Hz, J=6.8 Hz, 1H, CH2Br), 4.10-4.15 (m, 1H, CHCH2Br), 4.44-4.54 (m, 2H, OCH2), 
5.37-5.45 (m, 2H, CH=CH2), 5.99-6.09 (m, 1H, CH=CH2)   
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 31.9, 37.8, 57.1, 77.6, 121.2, 132.1, 163.8 
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 219.9968, dejanska: 219.9964 
IR (ATR): ν 2931, 1765, 1418, 1342, 1226, 1042, 976, 937, 826, 795, 743, 654, 611, 572, 
525 
 
7.7 Sinteza 1-(aliloksi)-4-(((-3-metilbenzil)tio)metil)azetidin-2-ona (7.1)   
 
 
Slika 17: Sinteza 1-(aliloksi)-4-(((-3-metilbenzil)tio)metil)azetidin-2-ona 
  
V 10-mililitrski bučki smo v 8 mL acetonitrila raztopili 80,0 mg spojine 6. V raztopino smo 
dodali 100 mg (0,73 mmol) K2CO3, nekaj časa mešali in nato dodali 54 µL (55 mg; 0,40 
mmol) 3-metilbenziltiola. Reakcijsko zmes smo pod argonovo atmosfero na 30 °C mešali 
dva dni. Po poteku reakcije smo nastale soli odfiltrirali s presesavanjem, uparili topilo pod 
znižanim tlakom ter produkt očistili s kolonsko kromatografijo (Rf= 0,41; MF: 
EtOAc:heksan=1:2), s čimer smo dobili 67,0 mg produkta. 1H NMR je potrdil prisotnost 
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naše želene spojine 7.1, vendar pa je pokazal tudi prisotnost male količine zaostanka izhodne 
spojine (spojine 6), ki je ni bilo možno ločiti s kolonsko kromatografijo.  
 
SPOJINA 7.1: 1-(aliloksi)-4-(((-3-metilbenzil)tio)metil)azetidin-2-on 
Molekulska formula: C15H19NO2S 
Molekulska masa: 277,38  
Videz: brezbarvna tekočina 
Izkoristek: 66 % 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,41 (EtOAc:heksan=1:2) / ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.37 (s, 3H, Ar-CH3), 2.44 (dd, J=2.4 Hz, J=11.6 Hz, 1H, 
CH2S), 2.64 (dd, J=7.2 Hz, J=6.4 Hz, 1H, CH2S), 2.76-2.86 (m, 2H, CH2CO), 3.75 (s, 2H, 
Ar-CH2), 3.90 (m, 1H, CH), 4.41-4.44 (m, 2H, OCH2), 5.32-5.40 (m, 2H, CH=CH2), 5.95-
6.02 (m, 1H, CH=CH2), 7.11-7.16 (m, 3H, 3×Ar-H), 7.23 (d, J=7.6 Hz, 1H, Ar-H) 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 25.7, 38.2, 41.1, 42.4, 61.3, 81.7, 124.5, 131.3, 132.9, 
133.5, 134.9, 138.3, 143.1, 143.7, 168.7 
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 278.1209, dejanska: 278.1205 
IR (ATR): ν 2921, 1767, 1606, 1417, 1348, 1229, 1088, 1041, 983, 935, 831, 792, 746, 
712, 684, 572, 537 
 
7.8 Sinteza 1-hidroksi-4-(((3-metilbenzil)tio)metil)azetidin-2-ona (8.1) 
 
 
Slika 18: Sinteza 1-hidroksi-4-(((3-metilbenzil)tio)metil)azetidin-2-ona 
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Vzeli smo dvogrlo bučko, jo dobro očistili, prežarili, vanjo odmerili 5 mL metanola, jo 
zatesnili s septumi in prepihali z argonom za izvedbo reakcije v inertni atmosferi. Nato smo 
dodali 5 mg (0,02 mmol) paladijevega acetata in 27 mg (0,10 mmol) trifenilfosfina ter mešali 
na sobni temperaturi 30 min. Medtem smo v drugi bučki raztopili 56 mg spojine 7.1 v 5 mL 
metanola ter med mešanjem raztopine bučko prepihali z argonom. Ko se je spojina 7.1 
raztopila, smo dodali še 39 mg (0,30 mmol) barbiturne kisline. Tako pripravljeno raztopino 
smo po 30 min prelili v prvo bučko ter vse skupaj pustili na sobni temperaturi mešati 2 uri 
(po dveh urah pride do spremembe barve raztopine iz rumene v rdečo). Po končani reakciji 
smo dobljeno reakcijsko zmes filtrirali skozi celit in topilo uparili pod znižanim tlakom. 
Dobljeni produkt smo takoj uporabili v naslednji stopnji reakcije.  
SPOJINA 8.1: 1-hidroksi-4-(((3-metilbenzil)tio)metil)azetidin-2-on 
Molekulska formula: C12H15NO2S 
Molekulska masa: 237,32  
Videz: tekočina nežno oranžne barve 
 
7.9 Sinteza2-(((3-metilbenzil)tio)metil)4-oksoazetidin-1-il-4-  
metilbenzensulfonata (9.1) 
 
 
Slika 19: Sinteza 2-(((3-metilbenzil)tio)metil)4-oksoazetidin-1-il-4-metilbenzensulfonata 
 
Spojino  8.1  smo z mešanjem raztopili v 10 mL acetonitrila in ohladili na ledeni kopeli na  
0 °C. Po ohladitvi smo dodali 0,3 mL N-metilmorfolina in 39 mg (0,20 mmol) tosilklorida. 
Natanko 10 min smo reakcijo mešali na 0 °C in dobljeni produkt očistili s kolonsko 
kromatografijo (Rf= 0,42; MF: EtOAc: heksan=1:3). Dobili smo 20,0 mg končne spojine 
9.1. 
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SPOJINA 9.1: 2-(((3-metilbenzil)tio)metil)4-oksoazetidin-1-il-4-metilbenzensulfonat 
Molekulska formula: C19H21NO4S2 
Molekulska masa: 391,50  
Videz: brezbarvna tekočina 
Izkoristek: 25 % 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,95 (EtOAc) / ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.37 (s, 3H, CH3), 2.46 (s, 3H, CH3), 2.49 (dd, J=3.2 Hz, 
J=11.2 Hz, 1H, CH2S), 2.65 (dd, J=8.4 Hz, J=5.6 Hz, 1H, CH2S), 2.81 (dd, J=6.0 Hz, J=8.8 
Hz, 1H, CH2CO), 2.97 (dd, J=3.6 Hz, J=10.4 Hz, 1H, CH2CO), 3.71 (s, 2H, Ar-CH2), 4.00-
4.04 (m, 1H, CH), 7.12 (m, 3H, 3×Ar-H), 7.23 (t, J=7.6 Hz, 1H, Ar-H), 7.37 (d, J=8 Hz, 
2H, 2×Ar-H), 7.86 (d, J=8.4 Hz, 2H, 2×Ar-H)  
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 25.7, 26.0, 37.4, 41.0, 42.8, 59.3, 63.6, 131.2, 133.0, 
133.6, 134.4, 134.4, 134.8, 135.3, 136.0, 143.2, 143.5, 151.8, 170.8  
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 392.0985, dejanska: 392.0979 
IR (ATR): ν 3115, 2961, 2934, 1789, 1579, 1492, 1379, 1338, 1243, 1194, 1176, 1122, 
1092, 1041, 992, 961, 945, 856, 840, 821, 738, 681, 649, 571, 538 
 
7.10 Sinteza 1-(aliloksi)-4-(((piridin-4-il)etil)tio)metil)azetidin-2-ona (7.2) 
 
Slika 20: Sinteza 1(aliloksi)-4-(((piridin-4-il)etil)tio)metil)azetidin-2-ona 
 
245 mg spojine 6 smo v bučki raztopili v 10 mL acetonitrila. Potem smo dodali 464 mg (3,36 
mmol) K2CO3 in 295 mg (2,13 mmol) 4-piridinetantiol hidroklorida. Mešali smo dva dni pri 
50 °C. Reakcijo smo izvajali pod argonovo atmosfero. Po dveh dneh smo zmes filtrirali s 
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presesavanjem in matičnici uparili topilo pod znižanim tlakom. Dobljeni produkt smo očistili 
s kolonsko kromatografijo (Rf= 0,21; MF: EtOAc) in dobili 222 mg čiste spojine 7.2.  
SPOJINA 7.2: 1-(aliloksi)-4-(((piridin-4-il)etil)tio)metil)azetidin-2-on 
Molekulska formula: C14H18N2O2S 
Molekulska masa: 278,37  
Videz: rahlo rumenkasta tekočina 
Izkoristek: 72 % 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,21 (EtOAc) / ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.53 (dd, J=2.4 Hz, J=11.2 Hz, 1H, CH2), 2.79-2.92 (m, 
7H, CH2), 4.00 (m, 1H, CH), 4.42-4.45 (m, 2H, OCH2), 5.33-5.40 (m, 2H, CH=CH2), 5.96-
6.03 (m, 1H, CH=CH2), 7.14 (d, J=6.0 Hz, 2H, 2×Ar-H), 8.53 (d, J=6.0 Hz, 2H, 2×Ar-H) 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 37.6, 38.9, 40.3, 42.3, 61.6, 81.7, 124.5, 129.1, 129.2, 
138.3, 154.3, 154.8, 155.0, 168.7 
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 279.1162, dejanska: 279.1159 
IR (ATR): ν 2925, 1764, 1600, 1557, 1415, 1350, 1219, 1042, 990, 937, 805, 741, 681, 
572 
 
7.11 Sinteza 1-hidroksi-4-(((2-(pirirdin-4-il)etil)tio)metil)azetidin-2-ona 
(8.2) 
 
Slika 21: Sinteza 1-hidroksi-4-(((piridin-4-il)etil)metil)azetidin-2-ona 
 
V dobro očiščeno in prežarjeno bučko smo odmerili 5 mL metanola, jo zatesnili s septumom 
ter med mešanjem prepihali z argonom. Nato smo v bučko dodali 18 mg (0,08 mmol) 
paladijevega acetata, nekaj minut mešali in dodali še 105 mg (0,40 mmol) trifenilfosfina. To 
zmes smo pod argonovo atmosfero na sobni temperaturi mešali 30 min. Medtem smo v drugi 
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bučki, ki smo jo prav tako očistili in prepihali z argonom, pripravili raztopino 222 mg spojine 
7.2 v 10 mL metanola. Tej raztopini smo dodali tudi 154 mg (1,20 mmol) barbiturne kisline 
in tako pripravljeno zmes po poteku 30 min prelili v prvo bučko ter mešali 2 uri, prav tako 
na sobni temperaturi pod argonovo atmosfero. Po končani reakciji smo reakcijsko zmes 
filtrirali skozi celit in uparili topilo matičnici. Dobljeni produkt smo takoj uporabili v 
naslednji stopnji reakcije.  
SPOJINA 8.2: 1-hidroksi-4-(((2-(piridin-4-il)etil)tio)metil)azetidin-2-on 
Molekulska formula: C11H14N2O2S 
Molekulska masa: 238,31  
Videz: tekočina rahlo oranžne barve 
 
7.12 Sinteza 2-okso-4-(((2-(piridin-4-il)etil)tio)metil)azetidin-1-il 4-
metilbenzensulfonata (9.2) 
 
Slika 22: Sinteza 2-okso-4-(((2-(piridin-4-il)etil)tio)metil)azetidin-1-il 4-metilbenzensulfonata 
 
Spojino 8.2 smo raztopili v 15 mL acetonitrila ter ohladili na 0 °C na ledeni kopeli. Nato 
smo dodali 0,5 mL N-metilmorfolina in 153 mg (0,80 mmol) TsCl ter mešali 10 min na 0 °C. 
Na koncu smo pod znižanim tlakom uparili topilo in produkt očistili s kolonsko 
kromatografijo (Rf= 0,15; MF: EtOAc:heksan=2:1). Dobili smo 170 mg čiste spojine 9.2.  
SPOJINA 9.2: 2-okso-4-(((2-(piridin-4-il)etil)tio)metil)azetidin-1-il 4-metilbenzensulfonat 
Molekulska formula: C18H20N2O4S2 
Molekulska masa: 392,49  
Videz: tekočina rjave barve 
Izkoristek: 54 % 
Tamara Pestotnik                                                                                                      Magistrska naloga  
 
35 
 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,15 (EtOAc:heksan=2:1) / ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.47 (s, 3H, Ar-CH3), 2.63 (dd, J=2.8 Hz, J=11.6 Hz, 1H, 
CH2), 2.80-2.93 (m, 6H, CH2), 3.09 (dd, J=3.6 Hz, J=10.4 Hz, 1H, CH2), 4.18-4.21 (m, 1H, 
CH), 7.16 (d, J=6.0 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7.38 (d, J=8.0 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7.88 (d, J=8.4 Hz, 
2H, 2×Ar-H), 8.55 (d, J=6.0 Hz, 2H, 2×Ar-H) 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 26.0, 37.6, 38.1, 40.2, 42.8, 63.8, 129.2, 129.2, 133.7, 
134.5, 134.5, 135.4, 136.1, 137.0, 152.0, 154.4, 154.7, 170.7 
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 393.0937, dejanska: 393.0931 
IR (ATR): ν 3112, 2960, 2932, 1789, 1747, 1650, 1585, 1488, 1455, 1432, 1403, 1387, 
1368, 1341, 1292, 1262, 1244, 1210, 1193, 1121, 1092, 1040, 990, 959, 941, 855, 839, 
821, 796, 740, 683, 663, 624, 599, 567, 534, 512 
 
7.13 Sinteza 4-(((1,3,4-tiadiazol-2-il)tio)metil-1-(aliloksi)azetidin-2-ona 
(7.3) 
 
Slika 23: Sinteza 4-(((1,3,4-tiadiazol-2-il)tio)metil-1-(aliloksi)azetidin-2-ona 
 
V predhodno očiščeni in prežarjeni bučki smo raztopili 205 mg spojine 6 v 10 mL 
acetonitrila. Po raztopitvi smo dodali 386 mg (2,79 mmol) K2CO3 ter 165 mg (1,40 mmol) 
1,3,4-tiadiazol-2-tola. Reakcijsko zmes smo pustili mešati pod argonovo atmosfero 2 dni pri 
30 °C. Po poteku reakcije smo zmes filtrirali s presesavanjem, matičnici uparili topilo pod 
znižanim tlakom in dobljeni produkt očistili s kolonsko kromatografijo (Rf= 0,23; MF: 
EtOAc:heksan=1:1). Pri tem smo dobili 212 mg čiste spojine 7.3.  
SPOJINA 7.3:  4-(((1,3,4-tiadiazol-2-il)tio)metil-1-(aliloksi)azetidin-2-on 
Molekulska formula: C9H11N3O2S2 
Molekulska masa: 257,33  
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Videz: tekočina svetlo rumene barve 
Izkoristek: 88 % 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,06 (EtOAc:heksan=1:2) / ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.59 (dd, J=2.4 Hz, J=11.6 Hz, 1H, CH2CO), 2.91 (dd, 
J=5.2 Hz, J=8.8 Hz, 1H, CH2CO), 3.63 (dd, J=6.0 Hz, J=8.0 Hz, 1H, CH2S), 3.90 (dd, 
J=4.8 Hz, J=9.2 Hz, 1H, CH2S), 4.33-4.35 (m, 1H, CHCH2S), 4.44-4.47 (m, 2H, OCH2), 
5.34-5.42 (m, 2H, CH=CH2), 5.99-6.06 (m, 1H, CH=CH2), 9.05 (s, 1H, CH) 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 40.4, 42.4, 60.8, 81.9, 124.7, 138.2, 158.0, 168.9, 169.7 
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 258.0365 , dejanska: 258.0363 
IR (ATR): ν 3079, 2928, 1762, 1415, 1372, 1212, 1060, 988, 938, 892, 826, 744, 680, 
574, 525 
 
7.14 Sinteza 4-(((1,3,4-tiadiazol-2-il)tio)metil)-1-hidroksiazetidin-2-ona 
(8.3) 
 
Slika 24: Sinteza 4-(((1,3,4-tiadiazol-2-il)tio)metil)-1-hidroksiazetidin-2-ona 
 
V 25-mililitrsko bučko smo odmerili 5 mL metanola, jo zatesnili s septumi in prepihali z 
argonom, saj smo celotno reakcijo izvedli pod argonovo atmosfero. Nato smo dodali 18 mg 
(0,08 mmol) paladijevega acetata, malo premešali ter dodali še 98 mg (0,37 mmol) 
trifenilfosfina in mešali na sobni temperaturi 30 min. Medtem smo v drugi bučki, ki smo jo 
prav tako prepihali z argonom, zmešali 10 mL metanola, 191 mg spojine 7.3 ter 143 mg 
(1,12 mmol) barbiturne kisline. To zmes smo po 30 min prelili v prvo bučko in vse skupaj 
mešali še 2 uri na sobni temperaturi. Po potrditvi poteka reakcije s tankoplastno 
kromatografijo smo reakcijsko zmes filtrirali skozi celit, dobljeni matičnici pa uparili topilo 
pod znižanim tlakom. Produkt smo brez čiščenja uporabili v naslednji stopnji reakcije. 
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SPOJINA 8.3: 4-(((1,3,4-tiadiazol-2-il)tio)metil)-1-hidroksiazetidin-2-on 
Molekulska formula: C6H7N3O2S2 
Molekulska masa: 217,26 
Videz: tekočina rahlo oranžne barve 
 
7.15 Sinteza 2-(((1,3,4-tiadiazol-2-il)tio)metil)-4-oksoazetidin-1-il 4-
metilbenzensulfonata (9.3) 
 
Slika 25: Sinteza 2-(((1,3,4-tiadiazol-2-il)tio)metil)-4-oksoazetidin-1-il 4-metilbenzensulfonata 
 
V bučko s spojino 8.3 smo odmerili 15 mL acetonitrila za raztapljanje. Raztopino smo 
ohladili na 0 °C in nato dodali 0,5 mL N-metilmorfolina in 142 mg (0,74 mmol) TsCl. 
Reakcijo smo pustili mešati na 0 °C 10 min. Po koncu reakcije smo topilo uparili pod 
znižanim tlakom ter končni produkt očistili s kolonsko kromatografijo (Rf= 0,28; MF: 
EtOAc:heksan=1:1). 
SPOJINA 9.3:  2-(((1,3,4-tiadiazol-2-il)tio)metil)-4-oksoazetidin-1-il 4-
metilbenzensulfonat 
Molekulska formula: C13H13N3O4S3 
Molekulska masa:  371,44  
Videz: zelo viskozna spojina rumeno-oranžne barve 
Izkoristek: 38 % 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,21 (EtOAc:heksan=3:7) / ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.47 (s, 3H, Ar-CH3), 2.76 (dd, J=3.2 Hz, J=11.6 Hz, 1H, 
CH2CO), 2.97 (dd, J=6.4 Hz, J=8.4 Hz, 1H, CH2CO), 3.76 (dd, J=5.2 Hz, J=9.2 Hz, 1H, 
CH2S), 4.03 (dd, J=4.0 Hz, J=10.8 Hz, 1H, CH2S), 4.49-4.52 (m, 1H, CHCH2S), 7.40 (d, 
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J=8.0 Hz, 2H, 2×Ar-H), 7.92 (d, J=8.4 Hz, 2H, 2×Ar-H), 9.03 (s, 1H, CH) 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 33.2, 36.7, 37.7, 56.7, 121.0, 125.9, 128.1, 128.6, 129.6, 
132.3, 137.7, 138.4, 164.2  
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 372.0141 , dejanska: 372.0138 
IR (ATR): ν 3114, 2962, 1793, 1732, 1704, 1593, 1483, 1455, 1433, 1388, 1369, 1350, 
1324, 1291, 1263, 1245, 1211, 1193, 1176, 1123, 1093, 1058, 1042, 1011, 992, 961, 945, 
923, 892, 857, 841, 821, 798, 746, 729, 692, 664, 535, 513 
 
7.16 Sinteza 1-(aliloksi)-4-(((4-nitrofenil)tio)metil)azetidin-2-ona (7.4) 
 
Slika 26: Sinteza 1-(aliloksi)-4-(((4-nitrofenil)tio)metil)azetidin-2-ona 
 
203 mg spojine 6 smo raztopili v 10 mL acetonitrila v predhodno očiščeni in prežarjeni 
bučki. V raztopino smo dodali 382 mg (2,77 mmol) kalijevega karbonata in 215 mg (1,38 
mmol) 4-nitrobenzentiola. Vse skupaj smo pod argonovo atmosfero mešali dva dni pri 
35 °C. Nato smo reakcijsko zmes filtrirali, matičnici uparili topilo pod znižanim tlakom ter 
očistili produkt s kolonsko kromatografijo (Rf= 0,27; MF: EtOAc:heksan=1:1,5). Pri tem 
smo dobili 213 mg čiste spojine 7.4. 
SPOJINA 7.4: 1-(aliloksi)-4-(((4-nitrofenil)tio)metil)azetidin-2-on 
Molekulska formula: C13H14N2O4S 
Molekulska masa:  294,33  
Videz: trdna rumena snov 
Izkoristek: 78 % 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,44 (EtOAc:heksan=1:1) / ninhidrin 
Tališče: 65,2–68,1 °C 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.54 (dd, J=2.4 Hz, J=11.6 Hz, 1H, CH2CO), 2.89 (dd, 
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J=5.6 Hz, J=8.4 Hz, 1H, CH2CO), 3.24 (dd, J=6.8 Hz, J=6.8 Hz, 1H, CH2S), 3.48 (dd, 
J=4.8 Hz, J=8.8 Hz, 1H, CH2S), 4.08-4.10 (m, 1H, CH), 4.44-4.48 (m, 2H, OCH2), 5.34-
5.42 (m, 2H, CH=CH2), 5.98-6.04 (m, 1H, CH=CH2), 7.40 (d, J=9.2 Hz, 2H, 2×Ar-H), 
8.17 (d, J=9.2 Hz, 2H, 2×Ar-H) 
13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 38.9, 42.4, 60.6, 81.9, 124.7, 129.1, 129.2, 132.2, 132.2, 
138.2, 150.7, 151.6, 168.7 
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 295.0747 , dejanska: 295.0745 
IR (ATR): ν 3108, 2956, 2928, 1858, 1788, 1575, 1494, 1478, 1451, 1431, 1340, 1242, 
1206, 1110, 1087, 1037, 1004, 984, 955, 938, 904, 869, 851, 837, 817, 794, 739, 682, 657, 
626, 568, 526 
 
7.17 Sinteza 1-hidroksi-4-(((4-nitrofenil)tio)metil)azetidin-2-ona (8.4) 
 
Slika 27: Sinteza 1-jidroksi-4-(((4-nitrofenil)tio)metil)azetidin-2-ona 
 
V dobro očiščeno in prežarjeno bučko smo odmerili 5 mL metanola, jo zatesnili s septumom 
ter med mešanjem prepihali z argonom. Nato smo v bučko dodali 7 mg (0,03 mmol) 
paladijevega acetata, nekaj minut mešali in dodali še 44 mg (0,17 mmol) trifenilfosfina. To 
zmes smo mešali pod argonovo atmosfero 30 min na sobni temperaturi. Medtem smo v drugi 
bučki, ki smo jo prav tako očistili in prepihali z argonom, pripravili raztopino 98 mg spojine 
7.4 v 10 mL metanola. Tej raztopini smo dodali 64,0 mg (0,50 mmol) barbiturne kisline in 
tako pripravljeno zmes po 30 minutah prelili v prvo bučko ter prav tako na sobni temperaturi 
mešali 2 uri. Po končani reakciji smo reakcijsko zmes filtrirali skozi celit in uparili topilo 
matičnici pod znižanim tlakom. Dobljeni produkt smo takoj uporabili v naslednji stopnji 
sinteze.  
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SPOJINA 8.2: 1-hidroksi-4-(((2-(pirirdin-4-il)etil)tio)metil)azetidin-2-on 
Molekulska formula: C10H10N2O4S 
Molekulska masa: 254,26  
Videz: tekočina rahlo rumene barve 
 
7.18 Sinteza 2-(((4-nitrofenil)tio)metil)-4-oksoazetidin-1-il 4-
metilbenzensulfonata (9.4) 
 
Slika 28: Sinteza 2-(((4-nitrofenil)tio)metil)-4-oksoazetidin-1-il 4-metilbenzensulfonata 
 
V 15 mL acetonitrila smo raztopili spojino 8.4 in raztopino ohladili na ledeni kopeli na 0 °C. 
Nato smo dodali 0,5 mL N-metilmorfolina in 63,0 mg (0,33 mmol) TsCl. Po 10 minutah 
mešanja na 0 °C smo reakcijo ustavili ter uparili topilo pod znižanim tlakom. Dobljeni 
produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (Rf= 0,22; MF: EtOAc:heksan=3:7) in dobili 
43,0 mg čiste spojine 9.4.  
SPOJINA 9.4: 2-(((4-nitrofenil)tio)metil)-4-oksoazetidin-1-il 4-metilbenzensulfonat 
Molekulska formula: C17H16N2O6S2 
Molekulska masa:  408,44  
Videz: lepljiva rumena snov 
Izkoristek: 32 % 
TLC/orositveni reagent: Rf:0,22 (EtOAc:heksan=3:7) / ninhidrin 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 2.48 (s, 3H, Ar-CH3), 2.63 (dd, J=3.2 Hz, J=11.6 Hz, 1H, 
CH2CO), 2.97 (dd, J=6.0 Hz, J=8.8 Hz, 1H, CH2CO), 3.25 (dd, J=8.4 Hz, J=6.0 Hz, 1H, 
CH2S), 3.70 (dd, J=3.6 Hz, J=10.8 Hz, 1H, CH2S), 4.26-4.31 (m, 1H, CH), 7.41 (d, J=8.8 
Hz, 4H, 4×Ar-H), 7.89 (d, J=8.4 Hz, 2H, 2×Ar-H), 8.18 (d, J=9.2 Hz, 2H, 2×Ar-H) 
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13C NMR (400 MHz, CDCl3): δ 26.0, 38.2, 42.8, 62.8, 129.2, 129.2, 132.2, 132.2, 134.5, 
134.5, 135.4, 135.4, 136.0, 150.8, 151.2, 152.0, 170.6 
HRMS-ESI (m/z): [M+H]+ teoretična: 409.0523, dejanska: 409.0520 
IR (ATR): ν 1811, 1731, 1597, 1513, 1483, 1378, 1334, 1246, 1192, 1177, 1094, 1046, 
1022, 996, 967, 949, 915, 857, 822, 761, 695, 648, 579, 545, 514  
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8 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
8.1 Sinteza zaščitene hidroksamske kisline  
  
8.1.1 Sinteza kislinskega klorida 
Izhodno spojino za pripravo kislinskega klorida je predstavljala 3-butenojska kislina, ki smo 
ji dodali oksalil klorid. Zaradi velike reaktivnosti le-tega smo reakcijo prvo uro izvajali na 
0 °C (na ledeni kopeli) pri stalnem mešanju na magnetnem mešalu. Reakcija nastanka 
kislinskega klorida (slika 29) je počasna, zato smo reakcijsko zmes pustili mešati na sobni 
temperaturi še 48 ur. 
 
 
Slika 29: Predpostavljen mehanizem nastanka kislinskega klorida 
 
Prva stopnja sinteze je potekala v strogo brezvodnih pogojih, kar pomeni, da smo pred 
pričetkom izvedbe reakcije dobro očistili in osušili vso steklovino, uporabljeno v postopku 
dela, bučko pa smo v ta namen še dodatno prežarili. Brezvodni pogoji so bili potrebni zaradi 
možnosti hidrolize nastalega kislinskega klorida ob stiku z vodo, kar bi pomenilo ponovno 
nastajanje reaktantov namesto želenega produkta. Ker pa vodo predstavlja tudi vlaga iz 
zraka, smo reakcijo še dodatno zaščitili s klorkalcijevo cevko, ki je preprečevala vstop vlage 
iz zraka v bučko, hkrati pa omogočala izhajanje plinov, nastalih med reakcijo.  
8.1.2 Nastanek hidroksamske kisline 
Nastali kislinski klorid (1) smo kot surovi produkt uporabili v naslednji stopnji sinteze. Z 
raztapljanjem hidroksilamonijevega klorida v metanolu in dodatkom kalijevega hidroksida, 
tudi raztopljenega v metanolu, smo pripravili deprotoniran hidroksilamin. Ta je predstavljal 
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nukleofil v nukleofilni substituciji (mehanizem reakcije je predstavljen na sliki 30), kjer smo 
kislinski klorid pretvorili v hidroksamsko kislino (2).  
 
 
Slika 30: Mehanizem reakcije nastanka hidroksamske kisline 
 
8.1.3 Zaščita hidroksilne skupine 
V tretji stopnji sinteze smo morali zaščititi hidroksilno skupino, da je v naslednji stopnji 
uspešno potekla ciklizacija. OH del hidroksamske kisline je namreč boljši nukleofil kot dušik 
in bi v primeru nezaščite ciklizacija potekla v smer nastanka petčlenskega obroča.  
Uvedba benzil kloroformata (CbzCl) kot zaščitne skupine je potekala v inertnih pogojih, s 
pomočjo brezvodnega topila in z dodatkom baze. Najprej smo s prepihovanjem z argonom 
v  nepredušno zaprti bučki z izhodno spojino ustvarili inertno atmosfero. Nato smo s stekleno 
injekcijsko brizgo, z očiščeno in prežarjeno kovinsko iglo, dodali brezvodni THF, ter mešali 
pri 0 °C. Z enakim postopkom smo v bučko dodali še bazo piridin in na koncu benzil 
kloroformat. Prišlo je do nukleofilne adicije hidroksamske kisline na elektrofilno OH 
skupino benzil kloroformata (slika 31). Ob tem nastajajočo HCl je nevtraliziral piridin, ki 
nam je služil tudi kot aktivator reagentov, saj je omogočil nastanek hidroksamata.  
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Slika 31: Mehanizem zaščite hidroksilne skupine 
 
CbzCl smo dodajali zelo počasi po kapljicah, saj prihaja ob njegovem dodatku do segrevanja 
reakcijske zmesi. Z namenom zaščite reakcije pred neželenim segrevanjem smo jo ves čas 
izvajali na ledeni kopeli.  
Argon je inertni plin, ki ga v kemiji uporabljamo za ustvarjanje inertne atmosfere, kjer 
izvajamo reakcije. To smo naredili tako, da smo bučko, v kateri smo izvajali reakcijo, zaprli 
z gumijastim septumom in vanj zapičili iglo s pripetim balončkom, napolnjenim z argonom. 
Zraven smo skozi septum zapičili še drugo iglo, ki je služila za izhajanje zraka. Ker je argon 
specifično težji od zraka oziroma kisika, ga izpodriva iz bučke in s tem se ustvarja inertna 
atmosfera znotraj bučke. Prepihovanje z argonom za ustvarjanje inertne atmosfere smo 
uporabili tudi v nekaterih naslednjih stopnjah reakcije. 
Po končani reakciji smo naš produkt očistili. Najprej smo izvedli ekstrakcijo, kjer smo 
organsko fazo spirali z vodo (odstranitev THF in v vodi  topnih nečistot), z 0,1 M HCl 
(odstranitev piridina), z nasičeno raztopino NaCl v vodi (odstranjevanje preostale vode). Po 
ekstrakciji smo organsko fazo sušili še dodatno z Na2SO4. Na koncu smo izvedli kolonsko 
kromatografijo, s čimer smo produkt popolnoma očistili vseh nečistot. Med ekstrakcijo in 
izvedbo kolonske kromatografije smo s TLC spremljali potek čiščenja  produkta (3). Ker naš 
produkt vsebuje amin, smo ga zaznali kot obarvano liso po orositvi z ninhidrinom in rahlim 
segrevanjem.  
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8.2 Ciklizacija  
 
Reakcija O-acil vinilacetohidroksamata z bromom in bazo v vodnem acetonitrilu zagotavlja 
direktno pot do substituiranih 4-(bromometil)-N-hidroksi β-laktamov. K uspešnejši 
oksidativni ciklizaciji pripomore tudi nižji pKa karboksamidne skupine β,γ-nenasičenih N-
tosil amidov (23). V našem primeru smo to dosegli s pripenjanjem CbzCl zaščitne skupine 
že v tretji stopnji sinteze.   
Za potek ciklizacije smo spojino 3 najprej raztopili v ACN. Tej raztopini smo najprej dodali 
kalijev karbonat kot bazo, mešali točno 5 minut in za tem dodali še prečiščeno vodo ter 
ponovno mešali natanko 5 minut. S tem smo ustvarili bazične pogoje, potrebne za povečanje 
nukleofilnosti dušika. Potem smo v reakcijsko raztopino med hitrim mešanjem po kapljicah 
dodali brom ter pustili mešati 5 minut. Prišlo je do reakcije med dvojno vezjo spojine 3 in 
bromom. Posledica te reakcije je tvorba psevdo tričlenskega obroča. Le-tega nukleofil 
amidne skupine odpre in pride do tvorbe β-laktamskega obroča (predpostavljen mehanizem 
je prikazan na sliki 32).  
 
Slika 32: Predpostavljen mehanizem ciklizacije ß-laktamskega obroča 
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Po končani reakciji smo reakcijsko zmes za lažjo ekstrakcijo organske faze prelili v lij ločnik 
z etilacetatom. Najprej smo spirali z vodo (odstranitev v vodi topnih nečistot), nato s 5-
odstotno raztopino Na2SO3 (redukcija prebitnega broma) in na koncu z nasičeno NaCl 
(odstranitev možnih zaostankov vode v organski fazi). Organsko fazo smo še dodatno osušili 
z Na2SO4, uparili etilacetat pod znižanim tlakom in očistili produkt s kolonsko 
kromatografijo.  
 
8.3 Odstranitev zaščitne skupine in pripenjanje alilbromida 
 
Reakcija za odstranitev benzil karbamatne zaščite se imenuje katalitsko hidrogeniranje. To 
je reakcija, ki je znana po dobri selektivnosti, hitrosti in dobrih izkoristkih (24). Pri reakciji 
smo uporabili metanol kot topilo za raztopitev spojine 4, kot katalizator pa smo uporabili 
10-odstotni paladij na ogljiku. Vloga ogljika je, da poveča površino in s tem aktivnost 
paladiju, na katerega se potem lažje adsorbira vodik. Po adsorpciji vodika na površino 
paladija je potekla redukcija karbonata, kar prikazuje slika 33. Pri tem smo dobili naš želeni 
produkt (5) in dva stranska produkta, CO2 in toluen. 
 
 
Slika 33: Reakcija katalitskega hidrogeniranja 
 
Pri izvajanju hidrogeniranja smo morali biti zelo natančni in previdni tako pri rokovanju s 
katalizatorjem kot z vodikom. Paladij je na zraku zelo občutljiv in ob stiku s kisikom lahko 
pride do vžiga oglja in nato topila. Ob prisotnosti vira vžiga in kisika pri stiku z vodikom pa 
to lahko vodi tudi do eksplozije. Zato smo že pred samim začetkom izvajanja reakcije 
poskrbeli za atmosfero brez kisika. Uporabili smo trogrlo bučko, ki smo jo najprej temeljito 
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očistili z acetonom in prežarili, nato pa dobro zatesnili ter prepihali z argonom (prepihovanje 
z vsaj tremi balončki). Po dobrem prepihovanju z argonom smo v raztopino previdno, vendar 
dovolj hitro dodali Pd/C, nato pa pričeli dovajati vodik. To smo storili tako, da smo balonček 
z vodikom pripeli na dovolj dolgo iglo, da je ta segala pod gladino vsebine bučke. Za tem 
smo rahlo odprli petelinček na bučki in če smo pravilno nastavili iglo, ki je dovajala vodik, 
smo na gladini tekočine opazili izhajanje mehurčkov. Potek reakcije smo spremljali s 
tankoplastno kromatografijo in na ta način po treh urah zaznali konec reakcije (lisa izhodne 
spojine ni bila več vidna).  
Produkt, ki smo ga dobili po odparevanju metanola (spojina 5), je zelo nestabilen, zato smo 
ga takoj uporabili v naslednji stopnji reakcije. Izvedli smo reakcijo nukleofilne substitucije, 
kjer pride do napada nukleofilnega kisika, katerega aktivacijo omogoči dodatek baze K2CO3, 
na elektrofilni alilbromid (potek reakcije je prikazan na sliki 34). Reakcija je potekala pod 
argonovo atmosfero pri sobni temperaturi dva dni. Nastalo reakcijsko zmes smo zmešali z 
vodo in nato to vodno fazo za čim boljšo ekstrakcijo našega produkta večkrat spirali z 
dietiletrom. Dobljeno organsko fazo, kjer se je nahajala naša spojina 6, smo spirali z nasičeno 
raztopino NaCl  in jo posušili z Na2SO4, za odstranitev morebitnega zaostanka vode. Po 
uparevanju topila pod znižanim tlakom smo produkt dodatno očistili s kolonsko 
kromatografijo.  
 
 
Slika 34: Mehanizem vezave alilbromida 
 
Zaradi slabih izkoristkov reakcij smo morali prvih šest stopenj sinteze ponoviti še dvakrat z 
večjo količino izhodne spojine, da smo dobili dovolj spojine 6 za nadaljnje sintezne stopnje.  
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8.4 Vezava žveplove spojine 
 
Na spojino 6 smo na mesto C4 β-laktamskega obroča vezali štiri različne žveplove derivate, 
predstavljene na sliki 35.  Reakcija vezave žveplovih derivatov je potekala kot nukleofilna 
substitucija, v kateri smo kot bazo uporabili kalijev karbonat, ki je omogočil nastanek tiolata 
in s tem aktiviral tiolno skupino. Mehanizem poteka reakcije je predstavljen na sliki 36.  
 
 
Slika 35: Žveplovi derivati: a) 3-metilbenziltiol b) 4-piridinetantiol hidroklorid c) 1,3,4-tiadiazol-2-tiol d) 4-
nitrobenzentiol 
 
 
Slika 36: Mehanizem pripenjanja žveplovih derivatov 
 
Zaradi nastanka soli pri reakciji smo po koncu le-te zmes najprej filtrirali, uparili topilo pod 
znižanim tlakom, nato pa izvedli še kolonsko kromatografijo. Z NMR smo preverili čistost 
naših spojin, pri čemer smo ugotovili prisotnost nezreagirane izhodne spojine pri derivatu 
7.1. Poskušali smo ponovno očistiti spojino 7.1 s kolonsko kromatografijo z različnimi 
razmerji topil (etilacetat, heksan) v mobilni fazi, vendar žal neuspešno. Tankoplastna 
kromatografija je zaznala liso izhodne in končne spojine tako zelo blizu skupaj, da ju ni bilo 
možno ločiti.  
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Pri ostalih derivatih so bile spojine popolnoma čiste in tudi z izkoristki reakcij smo bili zelo 
zadovoljni, saj so bili vsi večji od 60 %.  
 
8.5 Odstranjevanje alilne zaščite in vezava tosilata  
 
Odstranjevanje alila poteka po postopku katalitske reakcije s paladijem, kot najbolj 
uporabljano kovino v homogenih katalizah (24).  
Kot smo že omenili pri katalitskem hidrogeniranju, smo bili tudi tukaj pozorni na pogoje, v 
katerih smo izvajali reakcijo zaradi uporabe paladija, ki je na zraku vnetljiv. Uporabljeno 
steklovino smo zato ustrezno očistili in prepihali z argonom. V prvi bučki smo v metanolu 
raztopili Pd(OAc)2 in PPh3. Potekla je in situ reakcija aktivacije paladija iz neaktivne oblike 
Pd(+2) v aktivno obliko Pd(0). Le-ta je potrebna za uspešno odstranitev alila. Medtem smo 
v drugi bučki prav tako v metanolu raztopili eno od izhodnih spojin v tej reakciji in 
barbiturno kislino. Ta je po združitvi obeh raztopin predstavljala nukleofil za regeneracijo 
katalizatorja (reakcija predstavljena na sliki 37). Reakcijo smo pustili mešati pod argonovo 
atmosfero na sobni temperaturi 2 uri. Končno reakcijsko zmes smo filtrirali skozi celit za 
lažjo odstranitev paladijevega acetata, metanol pa smo uparili pod znižanim tlakom.  
 
 
Slika 37: Odstranjevanje alilne zaščite 
 
Spojina, ki smo ji odstranili alilno skupino, je dokaj nestabilna, zato smo takoj pričeli z 
uvajanjem tosilata. Reakcija je potekala pri 0 °C natanko 10 minut po tem, ko smo dodali 
vse reaktante. Če bi reakcijo pustili potekati več kot 10 minut, bi naš produkt začel razpadati 
in ponovno bi nastajali reaktanti. Mehanizem reakcije, ki je potekala, je nukleofilna 
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substitucija (slika 38), pri čemer se je sproščal HCl, katerega je nevtralizirala dodana baza 
N-metilmorfolin. Dobljene produkte različnih derivatov žveplovih spojin smo očistili s 
kolonsko kromatografijo ter njihovo čistost preverili tudi z NMR.  
 
 
Slika 38: Mehanizem reakcije pripenjanja tosilata 
 
Vse končne spojine smo uspeli zelo dobro očistiti, tudi končna spojina 9.1, ki je v predhodnih 
stopnjah nismo mogli ločiti od izhodne spojine 6, je bila popolnoma čista. Čeprav je bil njen 
izkoristek zelo majhen, pa je kot kaže v zadnjih stopnjah sinteze prišlo do pravilne reakcije 
med spojino 7.1 ter reaktanti in je spojina 6 ostala nezreagirana v reakciji, katere smo se s 
postopki čiščenja znebili.  
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9 SKLEP 
 
Cilj naše magistrske naloge je bila sinteza novih derivatov 2-oksoazetidin-1-il tosilatov kot 
zaviralcev penicilin vezočih proteinov. Le-ti naj bi imeli drugačno strukturo od do sedaj že 
kar nekaj raziskanih monobaktamov.  
Z devetstopenjsko sintezo smo uspešno sintetizirali štiri različne derivate 2-oksoazetidin-1-
il tosilatnih zaviralcev z različnimi žveplovimi substituenti, pripetimi na mestu C4 β-
laktamskega obroča in s tosilatom, pripetim na mestu N1. Pridobljene spojine bodo v 
prihodnosti na Katedri za farmacevtsko kemijo tudi biokemijsko ovrednotili. 
Skozi celotno kemijsko sintezo nismo imeli posebnih težav, vendar pa bi se v prihodnosti ob 
ponovnem srečanju s takšno sintezo lahko osredotočili na izboljšanje izkoristkov vsake 
stopnje sinteze, predvsem na račun tehnik čiščenja vmesnih spojin. Da smo pridobili res 
popolnoma čiste končne produkte, smo morali za čiščenje spojin v devetstopenjski sintezi 
kar petkrat uporabiti kolonsko kromatografijo. Na ta način smo v vsaki stopnji sinteze 
izgubili velik delež produkta. Zato bi bilo treba pri nadaljnjem razvoju teh spojin optimizirati 
sintezo, tako da bi kljub številnim potrebnim postopkom čiščenja dajala izkoristke, ki bi 
ustrezali tudi prenosu na industrijski nivo. 
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